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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen gluwseempfindlichen FET-Sensor mit hoher EmpRndlichkeit und schnellem 
AnsDrechvenn6eensowieeinHerste!lungsverfahrendaffir. 

Es ist bekannt daB fur die kliniscbe Diagnose die Messung der Konzentrauon verschiedentr orgamscher 
SubstLen in KorperflOssigkeiteii wie Blot Oder Urin sehr wichtig ist Daher wurden bisher die Anstrengungen 
M^ric hteSLehiedL quantitative MeBverfahren und Verbesserungen dersdben zu entwicketo. Insbe- 
Sere auf dem S der klinischeo Diagnose besteht ein Bedarf fur d.e Entwuddung euiesquanmatrven 
MeBverfahrens, bei dem ein klriner Sensor mit scbneltem Ansprechvermogen euisetzbar «t da Spurenmengen 
von Proben zuhandhaben oder sehr schnelle Messungen auszufQhren sind Um diesen Bedarf zu decken. wurde 
ein Enzym-FET-Sensor entwkkelt. der aus einer Kombmation einer enzymfixierten Membran und ernes wnen- 
sensiu^Feldeffekttnuisistors(lSFET) besteht, wobeiletzterer ein Ionensensorist,derm.tbekannten Halblei- 

umfaBt dabei eta Substrat 2. eine Source-FJektrode 3 unu erne Dram-Sektrode 4. die be.de un Substrat 2 
Benin Film 5.daB dieserdieSource-Elektrode 3 und die Dram-Elektrode 4ube^ 

She Film 5 ist ein Silidtmnitridfilm. der auBerdem als elektrische Isohersch.cht dient. En >on»empfindh- 
ch« Abschnir 5a ist an demjenigen Tefl der Oberflache des wasserstoffionenemprindl.chen Films 5 gebridet der 
zS«Tr ^urce-EIektrode 3 und der Drain-Elektrode 4 defmiert ist Erne enzymfixierte Membran 7. die 
gS^S^M^. ist auf dem empfindlichen Abschnitt 5a gebiWet Die enzymhxierte Memoran 7 uno 
das^FCT £«S II Men gememsam etaen glucoseempHndlichen FET-Sensor & Ferner «t eine Bezugselek- 

8 und einer waBrieen Losung durch die waBrige Losung eine Gate-Spannung anlegbar «!• 

£ a te^Xoie«4find^ FET-Sensor 8 is. in der vorstehend beschriebenen W«se aufgebaut^ und 
das ISFET-EIemL 1 ist fur Wasserstoff.onen in der waBrigen Usung empfindbch und ze,gt e.i, ! A.«prechver- 
magen von ca. 50 mV/ P H in einem pH-Bereich von 1-10. Me i a. "Sensors and Actuators (1985)^d 7 S. 
33 angegeben ist, ist Glucoseoxidase ein Enzym. das selektiv /7-D-Glucose ox.d.ert und bewirkt, dil ^b- 
cose zu D-Glucono-5-lacton unter den Bedingungen der Koexistenz mil Sauentoff zersetzt wird. wie d.es durch 
dTe nachstehende Forme! dargestellt ist. Das so erzeugte D-Glucono-5-lacwn wird >n der wifingen Usung 
durch eine naturliche hydrolytische Reaktion zu Gluconsaure. 
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Wenn fl-D-Glucose in einer zu mcjsenden waBrigen Usung vorliegt. nndet die in der obigen Formcl gezeigte 
Enzymreaktion in der enzymfixierten Membran 7 stall, die die Glucoseoxidase enthalu und som.t wird Glucon 
slurc erzeugt Daher wird der pH-Wert in der enzymfixierten Membran 7 klein. Das unter *«™p>™^™ 
Membran 7 befindliche ISFET-Element 1 erfaOt diese pHAnderung und spnchl dadurch auf die Glucosekon- 

Ze D7de 0 r n vo n rstehend beschriebene glucoseempfindliche FET-Sensor 8 alt Enzym Glucoseoxidase einsetzt, .1st 
die Hydrolyse des D-Glucono-Wactons zu D-Gluconsiure ein geschwindigkeitsbest.rnmer.dcr Schr.t i in aer 
durch die obige Formel dirgestellten Reaktion. Daher werden die Empfindlichke.t und die Anspf«hg«chw.n- 
digkeit des glucoseempfindlichen FET-Sensors 8 durch die gcringe Geschwindigkeu der hydrolyuscnen Kean- 
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lion gehemmt Dies fuhrt zu dern Problem, daJB cine weitere Steigerung der Empfindlichkeit und der Ansprcch- 
geschwindigkeit des glucoseempfindlichen FET-Sensors 8 nicht mogiich ist 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher die Bereitstellung eines kostengunstigen glucoseempfindlichen 
FET-Sensors, der mil hoher Empfindlichkeit und hoher Gcschwindigkeit anspricht, sowie eines Herstellungsver- 

fahrens dafur. . 5 

Der glucoseempfindliche FET-Sensor nach der Erfindung, mit einem Substrat, einer im Substrat gebildeten 
Source- Elektrode, einer im Substrat gebildeten Drain-Elektrode und einem auf dem Substrat die Source- und die 
Drain-Elektrode uberdeckend gebildeten wasserstoffionenempfindlichen Film ist gekennzeichnet durch eine auf 
dem wasserstoffionenempfindlichen Film gebildete enzymfixierte Membran, die Glucoseoxidase und Glucono- 
lactonase enthalt 10 

GemaB der Erfindung wird durch die in der enzymfixierten Membran enthaltene Gluconolactonase die 
hydrolytische Umsetzung von D-GIucono-5-lacton durch die Enzymreaktion beschJeunigt wobei die Hydrolyse 
ein geschwindigkeitsbcstiramender Schritt der vorher erwahnten Formel ist Daher wird in der enzymfixierten 
Membran D-Gluconsaure sehr schnell aus 0-D-Glucose erzeugt Da die in der enzymfixierten Membran sich 
ansammelnde Gluconsauremenge zunimmt, wird ferner die Empfindlichkeit des glucoseempfindlichen FET-Sen- 15 
sors verbessert Da auQerdem die Saurebildungsgeschwindigkeit zunimmt, wird das Ansprechyerhalten des 
Sensors beschleunigt 

Da ferner nach der vorliegenden Erfindung ein wasserlosliches lichtempfindliehes Harz zur Btldung einer sehr 
dunnen enzymfixierten Membran einsetzbar ist. kann ein Sensor mit sehr hoher Empfindlichkeit und Hochge- 
schv/indigkeits-Ansprechverhaltenhergestelltwerden. _ 20 

An Hand der Zeichnung wird die Erfindung behpielsweise naher eriautert ts zeigt 
Fig. 1 einen Querschnitt durch einen bekannten glucoseempfindlichen FET-Sensor, 
Fig. 2 einen Querschnitt durch den glucoseempfindlichen FET-Sensor nach der Erfindung, 
Fig. 3 eine Grafik, die das Ansprechverhalten entsprechend der Aktivitat von Gluconolactonase zu Glucose- 
oxidase zeigt 25 
Fig. 4 eine Echkurve des glucoseempfindlichen FET-Sensors; 

Fig. 5 Kennlinien, die die Hydrolyse von D-GIucono-5-lacton unter Einsatz von Gluconolactonase enthalten- 
der Glucoseoxidase zeigen, und 

Fig. 6 eine Grafik, die zum Vergleich die Ansprechkennlinien der glucoseempfindlichen FET-Sensoren nach 
der Erfindung bzw. nach dem Stand der Technik zeigt ' 30 

Der Querschnitt nach Fig. 2 zeigt eine bevorzugte Ausfuhrungsform des FET-Sensors. Dabei sind die Teile 
1 -6 und 9 mit denjenigen des bekannten glucoseempfindlichen FET-Sensors 8 von Fig. 1 identisch und wirken 
daher in der beschriebenen Weise. Eine enzymfixierte Membran 7 A, die Glucoseoxidase 6 und Gluconolactona- 
se tO enthalt ist auf dem ionenempfindlichen Abschnitt 5a eines fur Wasscrstoffionen empfindlichen Films 5 
eines ISFET- Elements t gebildet Die enzymfixierte Membran 7 A und das ISFET-Element 1 bilden gemeinsam 35 
einen glucoseempfindlichen FET-Sensor 8 A 

Der so aufgebaute glucoseempfindliche FET-Sensor 8,4 wurde wie folgt hergestellt Eine waSrige Ldsung 
eines wasserlSslichen iichtempfindiichen Harzes wurde hergestellt durch Auflosen eines 2^-Bis(4'-a/id-2'-iulf- 
obenzat)cyclopentanon-Natriumsalzes {hergestellt von Tokyo Ohkakogyo Co., Ltd.) in z. B. einer waBrigen 
Losung, die ein 20 Gew.-% wasserlosliches Polyvinylpyrrolidonharz mit einem Molekulargewicht von ca. 40 
360 000 bei ca. 10 Gew.-% Polyvinylpyrrolidon enthielt 

Glucoseoxidase mit einer Aktivitat von 1 10 U/mg wurde in einer waCrigen Losung gelost, und die waDrige 
Glucoseoxidaselosung wurde eingeengt zur Herstellung einer konzentrierten Glucoseoxidaselosung. Die Akti- 
vitat dieser konzentrierten Glucoseoxidaselosung betrug ca. 1 2 000 U/ml bei einem pH-Wert von 7D. 

Gluconolactonase, die aus Aspergillus niger getrennt und gereinigt wurde, wurde in einer waCrigen Losung 45 
gelost. Die die Gluconolactonase enthaltende waBrig* Losung wurde eingeengt unter Erhalt einer konzentrier- 
ten Gluconolactonase-Losung. Die Aktivitat dieser konzentrierten Gluconolactonase-Losung betrug ca. 
60 000 U/ml bei einem pH-Wert'von 7,0. 

Eine Menge von iS ul eines geeignet verdiinnten Teils der konzentrierten Gluconolactonase-Losung wurde 
15 u.i konzentrierter Glucoseoxidase-Losung, die in der vorstehend beschriebenen Weise erhalten worden war. 50 
zugefO^t Das erhalten*- Losungsgemisch wurde mit 30 ul der waBrigen Losung des wasserloslichen Iichtemp- 
findiichen Harzes, das in der vorstehend beschriebenen Weise erhalten worden war, gemischt So wurde das 
Losungsgemisch des enzym-wasserloslichen lichtempfindlrhe; Harzes gewonnen. Das gewonnene Losungsge- 
misch wurde afc Oberzug auf den fur Wasserstoffionen empfindlichen Film 5 des mit der Souce-EIektrode 3 und 
der Drain-Elektrode 4 versehenen ISFET-Elemenu 1 aufgebracht Dann wuide der Oberzug durch An vendung 55 
einer Schleuder und anschlieBendes Trocknen zu einem Film vergleichmaBigt AnschlieBend wurde das Losungs- 
gemisch des enzyrn-wasserloslichen Iichtempfindiichen Harzes unter Anvendung einer Suprahochspannungs- 
Quecksilberdampflampc von 250 W f jr die Dauer von 3 s durch eine Foto^naske mit Licht bestrahlt gefolgt von 
Entwickeln in destilliertem Wasser, wodurch die ein Muster aufweisende enzymfixierte Membran 7 A gebildet 
wurde: so wurde der glucoseempfindliche FET-Sensor 8/4 hergestellt 6u 

AnschlieBend wurdeii 10 mmol einer PIPES-NaOH-Pufferlosung (pH-Wert 7,0) eingesetit urn die bei 30*C 
erhaltenen Kennlinien des glucoseempfindlichen FET-Sensors BA zu bestimmen. 

Die Grafik von Fig. 3 zeigt die Ansprechstarke (in mV) des glucoseempfindlichen FET-Sensors 8A, wenn die 
Aktivitat der Gluconolactonase geandert wurde, wahrend die Aktivitat der Glucoseoxidase konstant war. Diese 
Ansprechstarke lies Sensors %A bezeichnet das MeBergebnis bei einer Glucosemenge von 0,5 mmoL Aus Fig. 3 65 
ist ersichtlich, daB bei einem Aktivitatsverhaltnis von Glucoseoxidase zu Gluconolactonase von kleiner als 1 : 2 
die Ansprechstarke mit zunehmender Aktivitat der Gluconolactonase ansteigt Wenn dieses Aktivitatsverhaltnis 
gleich oder groOer ais I :2 ist. ist die Ansprechstarke gesattigt Daraus ergibi sich, daB das verge nan rite 
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Aktivitatsverhallnis wenigstens I : 03 sein mufl. urn einen Sensor M mit ausreichend hoher Empfindlichkeit zu 
erhalten; irisbesondere bei eiaem Aktivitatsverhallnis im Bereich bis I : 10 kann hone Empfindhchkeit eraelt 
werden. Wenn man ferner die hohen Kosten fflr die Gewinnung von Enzymproben beruckstchtigt. ist es 
vorteilhaft. die kleinstmdgliche Enzymmcnge einzusetzen. Somil liegt ein besonders vorte.lhaftes Zusammensel- 
zungsverhaltnisbeiAktivititsverhaltnissenzwischenl -.2 und 1 :3. 

F«. 4 ist eine Eichkurve de$ glucoseempfindlichen FET-Sensors iA, d.e unter der Bedmgung erhalten wurde, 
daB das Aktivitatsverhallnis von Glucoseoxidase zu Gluconolactonase 1 : 2 war. Aus Fig. 4 geht hervor. daB der 
Sensor 8A ein Hneares Ansprechverhslten zeigle, bis die Glucosekonzcntrat.on 2 mmol errcchte. AuBerdem 
hatie der Sensor iA eine extrem kurze Ansprechzeit von 5 s. Diese Vorie.le ergeben sich daraus daB der 
enzymfixierte Membranfilm 74. der aus dem wasserldslichen lichtempfindlichen Harz hergestellt ist. als SuBerst 
dunner Film von ca. I urn ausgebildet werden kann. u ... 

Ft* 5 zeiei VerlSufe der hydrolytischen Reaktionen von D-Glucono-5-lacton, die jeweils mil emer pH-Elek- 
irode ermittelt wurden. Verwendete Proben waren Glucoseoxidase (I) (GlucoseoxidaseAktiv.tat: 133 U/mg) 
aus hochreinem Aspergillus niger und Glucoseoxida : e (ll)(Glucoseoxidase-Aktivitat:29 3 U/mg).d,e aus Asper- 
gillus niger stammende Gluconolactonase enihielt. Dabei bezeichnet d.e Ordinate Anderungen des pH-Werts 
(AvH\ wahrer.d auf der Abszisse die Zeit (min) aufgeiragen ist Kurve I bezeichnet die Ergebn.sse der hydrolyti- 
schen Reaktion von Glucoseoxidase (I), Kurve II diejenigen von Glucoseoxjdase II) m.t Gluconolactonase und 
Kurve III die natOrliche hvdrolytische Reaktion von D-Glucono-6-lacton ohne Glucoseox.dase (I) <*«(»)• D.e 

m ....•««-» ...... r;,..„ von !0 mmol einer PIPES-NaOH-Pufferlosung (pH-Wen 6,94) be. 35 C 

dTrcftgefOhrt AusRg. 5 geht hervor. daO Kurve I im wesentlichen mit Kurve III flbereinst.rnmu Dagegen .st aus 
Kurve II ersichtlich. daB D Glucono *lacton sehr schnell zu GluconsSure hydrolysiert wird, wenn Gluconolac- 
tonase enthaltende Glucoseoxidase (! I) singesetzt wird. 

Es wurde eine waBrige LSsung e;-es wasserlaslichen lichtempfindlichen Harzes hergestellt unter L6sen eines 
2-5-Bis(4'-azid-2'-sulfobenzal)c .clop C ntanon-Natriumsalzes (hergestellt von Tokyo Ohkakogyo Co. Ltd.) in z. B. 
einer waflrigen Losung, die erne 10 Gew.-% wasseriasliche HarzlSsung aus Polyvinylpyrrolidon m.t einem 
Molekular K ewicht von ca. 360 ;O0 bei ca. 10 Gew.-% Polyvinylpyrrolidon enthielu 2 mg ernes Gem.schs aus 
Glucoseoxidase (I) und Glucos oxidase (II) mit Gluconolactonas- und 10 mg Rinderserumalbumin wurden in 
0.2 ml der oben beschriebenen .aBrigen Losung geldst unter Erhalt einer einhe.tlichen Usung. Das so hcrge- 
siellte waBrige Usungsgemiscr. des enzym-wasserloslichen lichtempfindlichen Harzes wurde als Oberzug auf 
den fur Wasserstoffionen empfinalichen Film S.der als Kanal eines pH-ISFET-Elements 1 m.t emer So^Hek. 
trode 3 und einer Drain-Elektrode 4 diem, aufgebracht Dann wurde m.ttels emer Schleuder der Oberzug zu 
einem Film vergleichmaBigt und dieser getrockneL AnschlieBend wurde das Losungsgem.sch des enzym-wasser- 
loslichen lichtempfindlichen Harzes wahrend 5 s durch eine Fotomuke mittels emer Suprahochsp— g,. 
Quecksilberdampflampe von 250 W mit Licht bestrahlt und anschl.eBend m emer waBngen 3%.GIutaraldehyd- 
ttsung entwickelt. Auf diese Weise wurde die ein Muster aufweisende enzymfix.erte ™*™tox^M™h™ 
gebildet, und so wurden die glucoseempfindlichen FET-Sensoren hergestellt, urn als Be.spiele fur d.e Erfindung 

^MU dem vorbeschriebenen Verfahren wurden fOnf Beispiele von glucoseempfindlichen FET-Sensoren gemaB 
der Erfindung hergestellt unter Einsatz von Glucoseoxidase (I) und von Gluconolactonase "^tende > Gluco- 
seoxidase (II) mit den in der folgenrien Tabelle aufgefuhrten Mischungsverhaltn.ssen (Gew.chtsvertialin.ssen> 
Zu Vereteichszwecken wurde ferner Glucoseoxidase (I) allein zur Herstellung e.nes als Vergle.chsbe.sp.el 

zeiet auBerdem die Ansprechst5rke (mV) jedes dieser Sensoren in bezug auf 40 mg/dl D-Glucose. Die Messun- 
^u^MfSSS* 10 motel eines PlPES-NaOH.Pufferl6sung(pH 7,08) bei 25'Cdurchgefuhrt.F,g. 6 
feiXrgleich wet "die Ansprechkennlinien des glucoseempfindlichen FET-Sensors nach der Erfindung und 
"e s^bekSie^u^nvfindUen : ET-Sensors. Dabei sind auf der Ordinate die Ansprechstarke (mV) und 
au? der Abszisse die Zeit (min) aufge.ragen. Die Kurve IV bezeichnet die Ansprechkurve von Be.sp.el I der 
Erfindung. und die Kurve V bezeichnet die Ansprechkurve des Vergle.chsbe.spiels. 
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Tabelle 



Beiso. 



Beisp. Beisp. Beisp. Beisp. Vergleichs- 



, 2 3 4 5 beispiel 



Gemischaus(II):(I) 5:0 4:1 3:2 2:3 1:4 0:5 

Ansprechen auf 40 mg/dl 8.65 11.42 14,80 12p2 8,17 033 

Glucose (mV) 



Au-, der vorstehenden Tabelle und aus Fig. 6 is, ersichtlich. daB die Be.s P ,ele d.e Glueoseox dase (I l)i m 
Gluconolactonase verwenden. sowohl hinsichdich der Empfmdl.chkeU als auch 

dem VereleichsbeisoieL das nur Glucoseoxidase (I) verwendet. we.t uberlegen smd. Es ist zu beachten. daB der 
S^SSSSSiS^nik dem g.uc.seempfindlichen FET-Sensor ^^J^£g£Z£ 
Membran aus dem 3 : 2-Gemisch von Glucoseoxidase (!) und Glucoseoxidase (II) 

Zum Zweck der Beschreibung ivurde in den vorstehend erlauterten Be.sp,elen Gl ^ i ^ n ^.'^" 
gillus niger eingeseut Es konnen aber auch die in Hefe endnh «nen E ^^ reU f d ° r " 0 ."^ GlucoS 
Sacchoronyces Cerev,sias, Escherichia coli, Schweineleber. R.nderleber od. dgL aufbere.tet und als Gluconolac 
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tonase cingcsetzt werden. Auch in diesem Fall kann einc Auswirkung ihnlich dcr obcn bcschriebcncn erzielt 
werden„ 

Bei den vorstehend beschriebenen Beispielen wurdc bcispiclhaft als Enzymfixierverfahren ein optisches 
Vernetzungsverfahrcn angegeben. SelbstverstSndlich ist cs cbenso moglich, jedes Enzymfixiervcrfahren anzu- 
wenden, bci dcm sowohl die stabile Fixierung eines Enzyms als auch die Bildung eines dtinnen Rims moglich ist 

Bei den obigcn Beispielen wurden Glucoseoxidase und Gluconolactonase miteinander vermischi zur Herstel- 
log einer Enzymldsung. Es gibt jedoch einige Falle, in denen Gluconolactonase als Verunreinigung in Glucose- 
oxi Jase aus Aspergillus niger voriiegt, und diese Glucoscoxidase kann direkt eing&etzt werden. Wenn dabei das 
Akiivitatsverhaltnis bei einem pH-Wert 7 von Glucoseoxidase zu Gluconolactonase im Bereich von 1 : 0,5 bis 
1:10 liegt kann ein solches Enzym d.'rekt zur Erzeugung eines geeigneten Effektes wie bei den vorstehend 
bcschriebenen Beispielen eingesetzt werden. 

Patentanspruche 

1. Glucoseempfindlicher FET-Sensor mit einem Substrat (2), mit einer im Substral gebildeten Source-Elek- 
trode (3). mil einer im Substrat gebildeten Drain- Elektrode (4) und mit einer enzymfixierten Membran (7 A), 
die Glucoseoxidase enthalt, dadurch gekennzeichnet, daD ein auf dem Substrat (2) gebildeter wassersiof- 
fionenempfindlicher Film (5) die Source- und die Drain-EIekrode tiberdeckt,daBdic Membran (7 A) auf dem 
^.T^prunFfioncnemnfindlirhen Film gehildei ist. und daB die Membran 17 A) au&er Glucoseoxidase auch 
Gluconolactonase enthalt. 

2. Glucoseempfindlicher FET-Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Aktivitatsverhalt- 
nis der Glucoseoxidase zur Gluconolactonase im Bereich von 1 : 0,5 bis 1 : 10 liegt. 

3. Glucoseempfindlicher FET-Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das AktivitStsverhalt- 
nis der Glucoseoxidase zur Gluconolactonase im Bereich von I : 2 bis 1 : 3 liegt. 

4. Glucoseempfindlicher FET-Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Dicke der enzymfi- 
xierten Membran in der GrbBenordnung von pm liegt. 

5. Verfahren zur Herstellung eines glucoseempfindlichen FET-Sensors, gekennzeichnet durch folgende 
Verfahrensschritte: 

Herstellen einer enzymfixierten Membran als Glucoseoxidase und Gluconolactonase enthaltender Dunn- 
film; und 

Ausbilden dieser Membran auf einem fur Wasserstoffionen empfindlichen Film, der auf einem Substrat 
gebildet ist und eine Source-Elektrode und eine Drain-Elektrode, die beide im Substrat ausgebildet sind, 
iiberdeckt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB der Herstellungsschritt fur die Membran ferner 
folgende Schritte umfaBt: 

Herstellen einer waBrigen Losung eines wasserfoslichen lichtempfindlichen Harzes. das Glucoseoxidase 

und G!iicono!acionfi5c cnihalti 

Aufbringen der waBrigen Losung des wasserloslichen lichtempfindlichen Harzes als Oberzug auf den fflr 
Wasserstoffionen empfindlichen Film, der auf dem Substrat die Source- und die Drain-Elektrode uberdek- 
kend gebildet ist; und 

Bcstrahlen eines vorbestimmten Teils der als Oberzug auf das Substrat aufgebrachten waBrigen Losung mit 
Licht unter Bildung einer enzymfixierten Dunnfilm-Membran. 
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